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1. Zusammenfassung 
Der Keratokonus (KC) ist eine progressive Erkrankung der Hornhaut. Beim Keratokonus wird die 
Hornhaut dünner und wölbt sich konisch nach vorne. Die Erkrankung tritt in der Regel im 
Teenageralter auf. Etwa 1 von 2000 aus der Bevölkerung sind in Europa von der Erkrankung 
betroffen. Bei einem Teil der Patienten verlangsamt sich die Erkrankung oder die Progression 
stoppt, bei einem Teil schreitet die Progression immer weiter. Die Behandlung erfolgt zunächst mit 
harten Kontaktlinsen, um die nachlassende Sehschärfe auszugleichen. Für einige Patienten 
kommen das Riboflavin-Crosslinking oder die Implantation intrakornealer Ringsegmente als 
Behandlungsmethode in Frage, um die Progression der Erkrankung zu stoppen. Für einen Teil der 
Patienten bleibt nur noch die Hornhauttransplantation, um die Sehschärfe zu verbessern. 
In der ersten Arbeit wurden Harnstoff, Harnsäure, Prolaktin und fT4 im Kammerwasser von 
Keratokonuspatienten untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Harnstoff und Prolaktin 
Konzentrationen im Kammerwasser von KC-Patienten erniedrigt sind, während fT4 erhöht ist. Da 
der Harnstoffzyklus bei der Biosynthese von Aminosäuren im Sinne der Kollagensynthese eine 
entscheidende Rolle spielt, wurde dieser Parameter als Ausgangspunkt für weitere Studien 
angesehen. 
In der zweiten Studie wurde in Zellkulturversuchen gezeigt, dass die Harnstoff Konzentration auch 
in den Keratozyten von KC-Patienten reduziert ist. Da Harnstoff ein Nebenprodukt bei der 
Synthese von Prolin und Hydroxyprolin ist, haben wir den Harnstoffzyklus in den Keratozyten 
genauer untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit lieferten weitere Hinweise auf eine veränderte 
Regulation der Kollagensynthese in KC-Keratozyten. Die Studie ergab, dass die Keratokonus 
Keratozyten eine erniedrigte Arginase Aktivität und eine erniedrigte Hydroxyprolin Konzentration 
im Vergleich zu den gesunden Kontrollzellen aufweisen.  
Die Ergebnisse der dritten Arbeit unterstützen die These einiger Forschungsgruppen, dass die 
Krankheit mit entzündlichen Prozessen einhergeht. Ein Schlüssel-Gen bei entzündlichen Prozessen 
ist der Nuklear Faktor kappa B (NF-κB). Als Transkriptionsfaktor aktiviert NF-κB unter anderem 
das bei entzündlichen Prozessen mitwirkende Enzym Nitric Oxide Synthase (NOS). Die 
Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine erhöhte NF-κB mRNA und Protein Expression, sowie auch 
eine erhöhte Stickoxidproduktion und induzierte NOS mRNA Expression in Keratokonus 
Keratozyten.  
Weitere darauf aufbauende Untersuchungen sind notwendig, um mehr Einblick in die Erkrankung 
und damit auch die Möglichkeit neuer Behandlungsmethoden für die Patienten durch weitere 
Erkenntnisse hinsichtlich der Pathogenese zu gewinnen.  
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Summary 
Pathogenesis of Keratoconus – Inflammatory components through metabolic 
changes? 
Keratoconus (KC) is a progressive corneal disease, which is characterized by corneal thinning and 
conical shape. It usually appears in teenagers and about 1 of 2000 persons is affected in Europe. In 
some of the patients progression is getting slower with age and then it stops, in some others it 
accelerates. The stage-related treatment starts with rigid gas permeable contact lenses to 
compensate corneal irregularities and to improve vision. In case of progression, riboflavin 
crosslinking or implantation of intracorneal ring segments may be used to stabilize the cornea. In 
some of the patients, corneal transplantation is performed in order to improve visual acuity. 
In the first paper urea, uric acid, prolactin and fT4 concentration were examined in aqueous humor 
of keratoconus patients. It could be shown that urea and prolactin concentrations are decreased and 
fT4 concentration is increased in aqueous humor of keratoconus patients. Since the urea cycle plays 
a decisive role in the biosynthesis of non-essential proteinogenic amino acids in terms of collagen 
synthesis, this parameter was considered as a crucial starting point for further studies. 
In the second study, a reduced urea concentration could be verified in keratoconus keratocyte 
cultures. Since urea is a by-product in the synthesis of proline and hydroxyproline, we examined 
the urea cycle in keratocytes more closely. The results of this work provided further evidence for 
altered regulation of collagen synthesis in KC-keratocytes. Here, a decreased arginase activity and 
hydroxyproline concentration could be shown in keratoconus keratocytes, compared to normal 
controls.  
The results of the third study supported the hypothesis of some research groups, that keratoconus is 
associated with inflammatory processes. A key gene in inflammatory processes is the nuclear 
factor kappa B (NF-κB). As a transcription factor, NF-κB activates the enzyme Nitric Oxide 
Synthase (NOS), which is involved in inflammatory processes. The results of this work showed an 
increased NF-κB mRNA and protein expression, as well as increased nitric oxide production and 
induced NOS mRNA expression in keratoconus keratocytes. 
Further investigations based on these results are necessary in order to gain more insight into the 
pathogenesis of keratoconus and thus, to new treatment modalities for the patients. 
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2. Einleitung und Motivation 
Der Keratokonus (KC) ist eine schwerwiegende Erkrankung der Hornhaut. Die Hornhaut wird 
dünner und aufgrund der nachlassenden Stabilität wölbt sie sich konisch nach vorne, wodurch sich 
die Sehschärfe verschlechtert (Abbildung 1). Der Keratokonus ist eine Erkrankung, die nach 
neueren Erkenntnissen die üblicherweise zitierte Prävalenz von 1/2000 deutlich überschreitet und 
mit einer bis zu 10-fach erhöhten Zahl (265 Fälle pro 100 000) angegeben wird [20]. Die 
Erkrankung tritt in der Regel im Teenageralter auf, das Durchschnittsalter der Diagnose in Europa 
liegt bei etwa 28 Jahren, davon sind ca. 60% Männer [20]. In der Regel tritt die Erkrankung an 
beiden Augen auf, jedoch meist in zeitlichem Abstand und in unterschiedlicher Ausprägung. Bei 
manchen Patienten schreitet die Erkrankung nicht weiter fort, bei anderen jedoch entwickelt sich 





Abbildung 1. Keratokonus  
Die gesunde Hornhaut ist gleichmäßig gewölbt, während beim Keratokonus die Hornhaut sichtbar dünner 
und konisch nach vorne gewölbt ist. Quelle: http://www.nseye.com/complete-eye-care/about-the-
cornea/corneal-conditions/keratoconus 
 
Die Hornhaut stellt als vorderste Schicht des Auges gleichsam die „Windschutzscheibe“ dar 
(Abbildung 2). Das mehrschichtige Epithel schützt die Kornea vor mechanischer Beanspruchung 
und ist die erste Barriere bei der Immunreaktion. Die zweite Schicht ist das Stroma, in das die 
Keratozyten eingebettet sind. Diese Zellen produzieren die extrazelluläre Matrix inklusive 
Kollagene, hauptsächlich Typ I Kollagen (80-90%) und Typ V Kollagen. Die Endothelzellen 
sorgen für die Erhaltung der Transparenz der Hornhaut, indem sie für einen ausgeglichenen 







Abbildung 2. Die Hornhaut  
Der Querschnitt zeigt die Hornhaut mit den 3 Zellschichten, getrennt durch Bowman-Lamelle und Descemet-
Membran. Das mehrschichtige Epithel ist ca. 50µm dick, das Stroma bei einer gesunden Kornea ca. 500µm. 
Das Endothel ist einschichtig und in der Regel ca. 5µm dick. Quelle:  
http://www.konanmedical.com/cellcheck/specular-fundamentals/ 
 
Die Behandlung des Keratokonus läuft in der Regel stadiengerecht ab. Im frühen Stadium der 
Erkrankung können die Patienten die nachlassende Sehschärfe zunächst mit harten Kontaktlinsen 
ausgleichen. Ist die Verdünnung der Hornhaut noch nicht zu weit fortgeschritten, können dem 
Patienten Intrakorneale Ringsegmente (INTACS) eingesetzt werden, um die ungleichmäßige 
Verkrümmung auszugleichen. Dadurch steigt der unkorrigierte und der korrigierte Visus und die 
Patienten können wieder besser Kontaktlinsen tragen, um die Sehschärfe weiter zu verbessern. 
INTACS können die Hornhaut auch stabilisieren und möglicherweise zu einer Verlangsamung oder 
zu einem Stopp der Progression führen. Bei einem Teil der Patienten mit progressivem Befund 
kann das sogenannte Riboflavin-Crosslinking durchgeführt werden. Hierbei wird den Patienten 
Riboflavin auf die deepithelialisierte Hornhaut getropft und anschließend mit UVA-Licht bestrahlt, 
was bei einem Großteil der Patienten zu einer Stabilisierung der Hornhaut durch eine 
Quervernetzung der Kollagenfasern führt. Wenn die korrigierte Sehschärfe für den Patienten 
unzureichend ist, kann eine Hornhauttransplantation indiziert sein, um die Sehschärfe zu 
verbessern.  
Die Ursachen des Keratokonus sind bisher weitgehend ungeklärt, jedoch werden genetische 
Ursachen und biochemische Veränderungen diskutiert. Die veränderten Gene stehen im 
Zusammenhang mit der Kollagensynthese (COL1A1 und COL5A1) und der Kollagenstabilität 
(LOX) [1]. Insgesamt werden bis heute etwa 20 Kandidaten-Gene mit dem Keratokonus in 
Verbindung gebracht. In „genome-wide association studies“ (GWAS), genome-wide linkage 
studies (GWLS) und „whole exome sequencing“ (WES) wurden in der Regel Punktmutationen 
beobachtet, die eine Korrelation zur Erkrankung zeigen. Allerdings konnte in keiner dieser Studien 
bisher ein funktioneller Zusammenhang nachgewiesen werden, weshalb man bisher noch nicht von 
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einer genetisch bedingten Erkrankung sprechen kann, obwohl familiäre Häufungen beobachtet 
wurden.  
Die Hornhaut verliert jedoch nicht nur ihre Stabilität, sondern wird im Verlauf auch dünner. Die 
Degradation der Kollagenschicht des Stromas wird mit einem erhöhten Anteil an proteolytischen 
Enzymen und Matrix-Metalloproteinasen (MMP’s) in Verbindung gebracht [4, 14]. 
Bei Patienten mit einem Keratokonus ist außerdem ein erhöhter oxidativer Stress-Level 
nachgewiesen worden, assoziiert mit einem erhöhten Status an Antioxidantien. So sind die 
Antioxidantien Tyrosin und Harnsäure in der Tränenflüssigkeit ebenso erhöht wie die reaktiven 
Sauerstoffspezies ROS [12]. 
Der Keratokonus geht häufig mit einem trockenen Auge einher [66]. In der Studie von Jäger et al. 
wird in diesem Zusammenhang von einem erniedrigten Harnstoffwert in Tränenflüssigkeit bei 
Patienten mit trockenem Auge berichtet. Hormonelle Ursachen werden ebenfalls in Verbindung 
mit dem Keratokonus gebracht. So sind bei Patienten mit Keratokonus erniedrigte Estron 
Konzentrationen und erhöhte DHEA Werte gemessen worden [24, 40]. Ebenso konnte in humanen 
Zellkulturen von Knorpelzellen eine Zunahme der Kollagen 1 Konzentration nach Thyroxin Gabe 
(in Kombination mit Ascorbinsäure)  beobachtet werden [6]. 
Bisher galt der Keratokonus als nicht-entzündliche Erkrankung. Jedoch gibt es immer mehr 
Hinweise, dass die Erkrankung doch mit einer milden subklinischen Entzündung verknüpft sein 
könnte, auch wenn nicht alle Kriterien einer Entzündung vorliegen. So wurden in der 
Tränenflüssigkeit von Patienten mit Keratokonus erhöhte Werte von Interleukin (IL) IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-8, TNF-α, und TNF-β nachgewiesen, die in der Regel bei entzündlichen Prozessen 
vermehrt ausgeschüttet werden [1, 27, 36]. 
Karamichos et al. haben gezeigt, dass in Tränenflüssigkeit und in kornealen Fibroblasten von 
Keratokonus-Patienten die Stoffwechselwege in Bezug auf Oxidationszustand, 
Zitronensäurezyklus sowie den Arginin-Metabolismus im Vergleich zu normalen Kontrollen 
signifikant verändert sind [28].  
Immer wieder werden auch mechanische Ursachen wie das Augenreiben als Auslöser der 
Erkrankung diskutiert. Gatinel zeigt in seiner Studie, dass ein Großteil seiner Patienten mit einem 
Keratokonus dauerhaft auf dem Bauch schläft, und ein Auge auf dem Unterarm liegend 
„komprimiert“ wird. Er vertritt daher die Ansicht, der Keratokonus sei eine unilaterale Erkrankung. 
Dieser mechanische Druck auf ein Auge führe dann zu einem unangenehmen Gefühl bei Tag, so 
dass die Patienten ein übermäßiges Bedürfnis haben, die Augen zu reiben [17]. 
 
Bisher wurde schon eine Vielzahl an pathologischen Veränderungen in den Epithelzellen und den 
stromalen Zellen der Hornhaut sowie in der Tränenflüssigkeit bei Patienten mit Keratokonus 
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nachgewiesen. Die übergeordneten Bereiche, metabolische Fehlfunktionen, entzündliche 
Komponenten und Veränderungen im oxidativen Status beeinflussen sich gegenseitig. So gehen 
entzündliche Prozesse in der Regel mit einem erhöhten oxidativen Stresslevel einher, genauso wie 
metabolische Fehlfunktionen dazu führen können, dass entzündliche Prozesse ausgelöst werden. 
Hormone werden wiederum für einen reibungslosen Ablauf metabolischer Funktionen benötigt.  
Ein besseres Verständnis des Keratokonus ist notwendig, um die Behandlungsmethoden und 
möglicherweise auch eine Prävention der Erkrankung zu erreichen. 
In unseren Arbeiten wollten wir systematisch den Fokus auf den Zusammenhang der Komponenten 
metabolische Funktionen, oxidativer Stresslevel und entzündliche Einflüsse lenken.  
 
Um einen Überblick zu erhalten, untersuchten wir daher in einer größeren Studie das 
Kammerwasser von Patienten mit einem Keratokonus auf einige Schlüsselparameter hinsichtlich 
der Kollagensynthese, Antioxidantien und Hormonlevel. Die Ergebnisse aus dieser Studie lieferten 
den Grundstock für die zweite Arbeit, in der wir zunächst Teile der Kollagensynthese beleuchtet 
haben, um in der dritten Arbeit einen Einblick über potentielle entzündliche Ursachen zu erhalten. 
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Harnstoff, Harnsäure, Prolaktin und fT4 Konzentrationen im Kammerwasser von Patienten 
mit Keratokonus (Veröffentlichung 1) 
Diese Studie wurde von der Ethikkommission der Ärztekammer Saarland und Rheinlandpfalz (Nr. 
56/14) genehmigt. Für die erste Veröffentlichung wurden Kammerwasserproben von 100 Patienten 
mit einem diagnostizierten Keratokonus und von 100 Patienten mit Katarakt als Kontrollgruppe die 
Parameter Harnstoff, Harnsäure, Prolaktin und fT4 gemessen. Da das Probenvolumen von 
Kammerwasserproben in der Regel sehr klein ist (maximal 50 µl), fand die Probenmessung in 
Kooperation mit dem Westpfalz-Klinikum in Kaiserslautern statt. Die Analysegeräte des 
Westpfalz-Klinikums sind auf sehr geringe Probenvolumina ausgerichtet (ADVIA 1800 Chemistry 
System und ADVIA Centaur XPT Immunoassay System von Siemens Healthcare Diagnostik 
GmbH, Erlangen, Deutschland). Um die Effekte von Alter, Geschlecht und Diagnose auf die 
Ergebnisse auszuschließen, wurde zur Berechnung der statistischen Analyse ein generalisiertes 
lineares Modell (GLM) verwendet.  
Die statistische Analyse zeigte, dass bei den Patienten mit Keratokonus die Harnstoffkonzentration 
erniedrigt ist, unabhängig von Alter und Geschlecht. Es konnte gezeigt werden, dass die Harnstoff 
und Prolaktin Konzentrationen im Kammerwasser von KC-Patienten erniedrigt sind, während fT4 
erhöht ist. Dieses Ergebnis wurde in der Folgestudie in Zellkulturversuchen mit Analysen an 
Keratozyten von Patienten mit einem Keratokonus weiter verifiziert. 
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Arginase Aktivität, Harnstoff und Hydroxyprolin Konzentrationen in Keratokonus 
Keratozyten (Veröffentlichung 2) 
Aufbauend auf den Ergebnissen der ersten Publikation wurden in dieser Studie primäre 
Keratozyten von Patienten mit Keratokonus und Keratozyten von Hornhautspendern, welche nicht 
den Kriterien zur Transplantation entsprachen, untersucht (Nr. der Ethikkommission 263/15). Hier 
stellte sich die Frage, ob sich die erniedrigten Harnstoffkonzentrationen aus dem Kammerwasser 
auch in den Keratozyten messen lassen, oder ob weitere Ursachen für den erniedrigten Wert in 
Frage kommen.  
Es wurde gezeigt, dass die Harnstoff Konzentration der KC-Keratozyten auch in der Zellkultur 
reduziert ist. Harnstoff entsteht hier als Nebenprodukt bei der Umwandlung von L-Arginin zu L-
Ornithin mithilfe des Enzyms Arginase. Wenn eine Störung in diesem Schritt auftritt, könnte dies 
zu verminderten Harnstoffkonzentrationen führen.  
Die Arginase-Aktivität zeigte in unseren Versuchen eine verminderte Aktivität in den Keratozyten 
von KC-Patienten. Harnstoff ist nicht nur ein Nebenprodukt in der Aminosäuresynthese, sondern 
zeigt auch proliferative Effekte. Die Gruppe um Möslinger konnte dies in Studien mit 
Makrophagen zeigen [43].  
Im weiteren Verlauf wird L-Ornithin zu L-Prolin konvertiert, und weiter durch das Enzym Prolyl-
4-Hydroxylase (P4H) zu Hydroxyprolin hydroxyliert. Hydroxyprolin ist entscheidend für die 
Stabilität des Triple-Helix-Moleküls in den Kollagenfasern [9]. Arginase konvertiert nicht nur L-
arginin zu L-Ornithin und Harnstoff, sondern spielt auch eine wichtige Rolle bei der 
Geweberegeneration, Zellproliferation und zeigt anti-entzündliche Eigenschaften [34, 45].  
Unsere Messungen zeigten, dass die Konzentration von Hydroxyprolin in den Keratozyten von 
KC-Patienten ebenfalls erniedrigt ist, was eine Erklärung für die verminderte Stabilität der 
Hornhaut sein könnte. Um diesen Mechanismus weiter zu erforschen, wurden in der dritten Studie 




NF-κB und iNOS Expression in Keratokonus-Keratozyten – Hinweise auf eine 
entzündliche Komponente? (Veröffentlichung 3) 
In dieser dritten Studie wurden die beiden Pfade des L-Arginin Metabolismus untersucht. Es gibt 
zwei bekannte Isoenzyme der Arginase (Arg I und Arg II). Arginase I wird hauptsächlich in der 
Leber ausgebildet, während man Arginase II in vielen anderen Zelltypen findet [44]. Unsere 
Experimente konnten zeigen, dass lediglich Arginase II von den Keratozyten gebildet wird.  
Das konkurrierende Enzym der Arginase ist die Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase), von 
der 3 Isoformen bekannt sind. In Keratozyten wird lediglich wie von uns gezeigt, die induzierte 
NO-Synthase (iNOS) ausgebildet. Grundsätzlich wird diese Isoform nur durch Entzündungsreize 
aktiviert, es gibt jedoch einige Zellarten wie z.B. glatte Muskelzellen, Epithelzellen der Luftwege 
und retinale Zellen, die ebenfalls iNOS exprimieren, ohne an entzündlichen Prozessen beteiligt zu 
sein [15].  
Während eines entzündlichen Prozesses benötigen die Zellen zur Erregerabwehr mehr 
Stickstoffmonoxid, welches als freies Radikal wirken kann [8]. Welche Rolle konstitutiv 
exprimierte iNOS hat, ist noch nicht vollständig geklärt [15]. Die Keratozyten von KC-Patienten 
exprimieren in der Zellkultur mehr iNOS mRNA als die gesunden Vergleichszellen, allerdings ist 
die daraus resultierende Proteinmenge nicht unterschiedlich. In den letzten Jahren mehren sich die 
Hinweise auf eine subklinische entzündliche Komponente bei der Pathogenese des Keratokonus. 
Eine erhöhte iNOS Expression, die wir in den Keratozyten nachweisen konnten, unterstützt diese 
These. Um diese Theorie zu untermauern, untersuchten wir zusätzlich den Nuklear Faktor kappa B 
(NF-κB) der ein Schlüssel-Gen bei entzündlichen Prozessen darstellt und ein Transkriptionsfaktor 
unter anderem für iNOS ist. Wie unsere Experimente zeigen, ist die NF-κB mRNA Expression und 
die Protein Expression in KC-Keratozyten im Vergleich zu den Kontrollzellen erhöht. Das könnte 
die erhöhte iNOS mRNA Expression der KC-Keratozyten erklären.  
Um den regulativen Mechanismus der iNOS näher zu beleuchten, wurde die iNOS mit einem 
spezifischen Inhibitor (1400W) blockiert, um den Einfluss der iNOS auf die zelluläre Produktion 
von Urea und NO zu untersuchen. 
Nach der Arbeitshypothese sollte durch die Hemmung der iNOS weniger NO produziert werden, 
welches als Nitrit messbar ist, und gleichzeitig die Arginase mehr L-Arginin zur Verfügung haben, 
um mehr Harnstoff und L-Ornithin zu bilden, und im weiteren Verlauf einen möglichen Einfluss 
auf das Hydroxyprolin zeigen. 
Die Ergebnisse zeigten allerdings, dass der Inhibitor 1400W nur bei den KC-Keratozyten Einfluss 
auf die Konzentration von Nitrit hatte, das vermindert messbar war, allerdings bei gleichzeitiger 
Reduzierung des Harnstoffs. Der Inhibitor zeigte keinen Effekt auf Nitrit und Harnstoff 
Konzentrationen bei normalen Keratozyten.  
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Diese Ergebnisse und die erhöhte NF-κB Expression sprechen für eine inflammatorische 
Komponente beim Keratokonus, deren Ursachen in weiteren Experimenten untersucht werden 
sollte, um mehr Einblick in die Pathogenese der Erkrankung zu erhalten. 
Das Wissen über die pathologischen metabolischen Veränderungen mit einer pathogenetischen 
Ursache in Verbindung zu bringen ist von enormer Bedeutung hinsichtlich der möglichen 
Behandlungsmethoden für die Patienten. Nur durch ein besseres Verständnis der Erkrankung ist es 
möglich, neue, weniger invasive Behandlungsmethoden für die Patienten zu entwickeln und die 
Progression der Erkrankung zu verlangsamen. 
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5. Veröffentlichung 3 
 
Erhöhte NF-κB und iNOS Expression in Keratozyten von Keratokonus-Patienten – Hinweise auf 
eine entzündliche Komponente?  
Stachon T, Latta L, Kolev K, Seitz B, Langenbucher A, Szentmáry N  
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